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CPM Cintilação por minuto
DHK Dihidrokainato
EDTA Ácido etilenodiaminotetracético
EGTA Ácido tetra-acético etilenoglicol bis-(P-amino-etil-éter)
Fura 2-AM Fura 2-acetoxi metil-éster
GABA Ácido gama amino-butírico
GDH Glutamato desidrogenase
HEPES Ácido Hidroxietil-piperazina-etanosulfonico
KRH Krebs Ringer Hepes
LDH Lactato desidrogenase
a-LTX Alfa latrotoxina
[Na+]i Concentração intrasinaptossomal de sódio
PEG Polietilenoglicol
SBFI-AM Sódio benzofuran isoftalato acetoximetil-éster
SSTH Solução salina tamponada com Hepes
SNC Sistema nervoso central
TTX Tetrodotoxina
ABSTRACT
Toxins from natural sources have shown to be useíiil tools for the 
investigation of synaptic transmission. Sea anemone venom contains many polypeptide 
toxins, including cytolysins and neurotoxins. The present study was xmdertaken to 
investigate the effects of Bc2, a cytolytic fraction from the venom of the sea anemone 
Budonosoma caissarum, on glutamate release, as well as the efifect of Bc2 on free 
cytoplasmatic and Na^ concentration in rat brain synaptosomes. Glutamate release 
was measured by isotopic and fluorimetric assay. Changes in [Ca^^i and [Na"^! were 
monitored continuously in Fura-2 or SBFI-loaded synaptosomes, respectively. The 
results showed that Bc2 (2-20 |j.g/mL) stimulated glutamate release in a dose dependent 
manner. Bc2 was not lytic to synaptosomes as inferred by LDH assay and by the fact 
that KCl was able to induces glutamate release from synaptosomes previously incubated 
with Bc2. Bc2-induced glutamate release in the absence of extracellular Ca^  ^ was 
greater than that observed in the presence of Ca^ .^ Sphingomyelin blocked the 
glutamate release rnduced by Bc2 suggesting the involvement of a cytolysin in the Bc2- 
induced glutamate release. The stimulatory efifect of Bc2 was also observed in the 
presence of tetrodotoxin or dihydrokaioate, indicating that the voltage sensitive Na^ 
channels or glutamate transporter are not involved. Bc2 increased the [Ca^" !^ and [Na^i 
in a biphasic pattem. These efifects persisted in the presence of both gadolinium and 
tetrodotoxin, suggesting that voltage-sensitive and Na^ channels are not involved, 
respectively. Whereas Bc2 was more potent than KCl, ionomycin and granaicidin in 
stimulating glutamate release, it was equipotent as KCl and less potent than ionomycin 
in increasing [Ca^" i^. Taken together, these data suggests that elevation of [Ca^" i^ and 
[Na^i and the stimulatory efifect on glutamate release by Bc2 are not coupled events. 
No definitive evidence about the mechanism imderlying the stimulatory efifect of Bc2 on 
the glutamate release is available as yet. However, a direct interaction with exocytosis 
machinery cannot be ruled out.
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RESUMO
Toxinas natvirais tem sido utilizadas como ferramentas no estudo na 
transmissão sináptica. O veneno de anêmonas do mar contém vários toxinas 
polipeptídicas, como citolisinas e neurotoxinas. Este estudo foi desenvolvido para 
investigar os efeitos de Bc2, uma fração citolitica do veneno da anêmona do mar 
Bunodosoma caissarum sobre a liberação de glutamato em sinaptossomas de córtex 
cerebral de ratos. Também foi estudada a ação de Bc2 na concentração 
intrasinaptossomal de Ca^^([Ca^^i e de Na^ [Na'* i^). A liberação de glutamato foi 
determinada por análise isotópica e por fluorimetria. A concentração de Cs?* e Na"^  
intrasinaptossomal foi monitorada com Fura-2 e SBFI, respectivamente. Bc2 provocou a 
liberação de glutamato de modo dependente da dose. Bc2 não provocou a lise dos 
sinaptossomas, comprovado pela não liberação citosólica de LDH e também porque 
KCl induziu liberação de glutamato em sinaptossomas previamente incubados com Bc2. 
A liberação de glutamato induzida por Bc2 foi maior na ausência do que na presença de 
Cs?*. O efeito de Bc2 foi conçletamente abolido por esfingomielina, sugerindo que este 
efeito foi mediado por uma citolisina. A liberação de glutamato ocorreu na presença de 
tetrodotoxina ou dihidrokainato, indicando que os canais de Na^ e o transportador de 
glutamato não participam neste efeito. [Ca^^ i^ e [Na^i foram aumentadas por Bc2, sem 
serem inibidos por gadolínio ou tetrodotoxina, sugerindo que os canais de Ca^ "^  e de Na^ 
não estão envolvidos neste efeito. Bc2 foi mais potente do que KCl, ionomicina e 
gramicidina em liberar glutamato sinaptossomal. Entretanto, Bc2 aimientou a [Ca^^Ji de 
modo similar a KCl, mas foi menos potente do que a ionomicina. Assim, os resultados 
sugerem que o aumento de [Ca^^]i e [Na‘^ ]i e a liberação de glutamato provocadas por 
Bc2 não são eventos acoplados. Deste modo, ainda não há evidências definitivas sobre o 
mecanismo pelo qual Bc2 estimula a liberação de glutamato. Uma interação direta sobre 
o mecanismo de exocitose não pode ser descartada.
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1. INTRODUÇÃO
O sistema nervoso é um sistema dinâmico, altamente complexo onde bilhões de 
células interagem e processam informação formando uma intricada e vasta rede de 
comimicação. Devido a alta complexidade deste sistema, muitos de seus aspectos ainda 
não são bem conhecidos. Nas últimas décadas, vários aspectos do processamento da 
informação tem sido esclarecidos, onde a transmissão sináptica é um evento chave.
Muitos progressos no estudo da transmissão sináptica têm sido possíveis devido 
à capacidade de certas drogas de interferir em algumas das etapas deste processo. A 
maioria destas drogas, são neurotoxinas naturais (compostos encontradas na natureza), 
tanto de origem vegetal como animal (Rosenthal & Meldolesi, 1989).
1.1. Transmissão sináptica
A transmissão sináptica consiste num processo em que um neurônio se 
comunica com outro ou com uma célula efetora por meio de zonas de contato 
especializadas denominadas sinapses. Dois processos são utilizados com este objetivo: a 
transmissão elétrica e a transmissão química. Na sinapse elétrica os neurônios estão 
acoplados por junções abertas (estruturas tubulares protéicas que conectam diretamente 
o citoplasma de duas células), as quais permitem o livre movimento de íons de uma 
célula para outra. Este tipo de transmissão tem a vantagem de ser muito rápida, porém a 
sua eficácia não pode ser alterada ou modulada. Na sinapse química, as células pré- e 
pós-sinápticas estão separadas por um espaço (fenda sináptica), com distância de cerca 
de 50 ijm. Uma alteração no potencial elétrico do terminal pré-sináptico induz a 
liberação de uma substância química (neurotransmissor). Esta se diflinde através da fenda
sináptica e interage com o receptor na membrana pós-sináptica, abrindo ou fechando um 
canal iônico, ou ativando ou inibindo um sistema enzimático. O processo é finalizado 
com a captação ou metabolização do neurotransmissor e/ou modificação do número ou 
atividade dos receptores (Kandel et al., 1991; Cooper et al., 1996).
Uma variedade de substâncias atuam como neurotransmissores. Estas incluem 
aminas como acetilcolina, noradrenalina e serotonina; aminoácidos como glutamato e 
ácido gama amino butírico (GABA); gases como óxido nítrico (NO) e monóxido de 
carbono (CO); e neuropeptídeos como substância P, bradicinina e outros (EruUcar, 
1994).
O enfoque principal deste trabalho será sobre o glutamato.
1.2. Transmissão glutamatérgica
O glutamato é o principal mediador da transmissão sináptica excitatória, 
incluindo a transmissão excitatória rápida e a potenciação de longa duração (LTP). Este 
aminoácido está presente em alta concentração no sistema nervoso central (Fonnum, 
1984; Lodge & Schoepp, 1993). Deste modo, o glutamato está envolvido nas íimções 
cognitivas, motoras e sensoriais e na diferenciação neuronal (Bames & Henley, 1992). O 
glutamato também participa na gênese de imia ampla variedade de lesões neurotóxicas 
agudas e degenerativas crônicas do SNC, como a doença de Alzheimer e a doença de 
Huntington (Choi et aL, 1987; Manev et al., 1989; Bames & Henley, 1992)
No cérebro, o glutamato é sintetizado no terminal nervoso por ação da 
glutaminase que catalisa a deaminação de glutamina, a qual é sintetizada nas células gliais 
e transportada ao terminal nervoso. Também pode ser formado por transaminação de a- 
cetoglutarato, proveniente do ciclo de Krebs, pela enzima transamina.se glutâmico 
oxaloacético (NichoUs, 1994).
Dentro do terminal nervoso, parte do glutamato é estocado em vesículas 
sinápticas. Estas captam o glutamato através de transporte ativo obtido por um gradiente
eletroqvlímico de prótons gerado por luna ATP-ase que bombeia prótons para o interior 
da vesícula (Nicholis & Attwell, 1990; Sudhof, 1995). As vesículas carregadas de 
glutamato ficam ancoradas na zona ativa, próxima à membrana sináptica. Após a 
ancoragem, elas sofirem um processo de maturação (“priming”), onde várias proteínas 
das vesículas e da membrana do terminal se organizam formando o complexo sináptico, 
que toma estas vesículas prontas para o processo de exocitose. Quando um potencial de 
ação alcança o terminal, ocorre um influxo de através de canais sensíveis a 
voltagem, que inicia a ílisão das vesículas maduras (“primed”) com a membrana 
plasmática, com a subsequente liberação do glutamato na fenda sináptica. Após a 
liberação, as vesículas sinápticas vazias são internalizadas e recicladas para serem 
carregadas novamente de neurotransmissor. Este ciclo das vesículas sinápticas é regulado 
por iram cascata (seqüência) de interações entre proteínas da membrana vesicular e da 
membrana plasmática (Nicholis & Attwell, 1990; Sudhof^ 1995).
Muitas dessas proteínas tem sido identificadas, mas ainda não está claro o papel 
de cada uma delas. Um modelo que melhor se aproxima dos principais eventos 
moleculares que mediam a exocitose tem sido proposto. A maturação da vesícula 
(“priming”) envolve basicamente o arranjo de duas proteínas da membrana plasmática, a 
sintaxina e a SNAP-25, junto com uma proteína da vesícula sináptica, sinaptobrevina. 
Este con^lexo serve como receptor para a proteína a-SNAP, que por sua vez permite a 
ligação de NSF, que então roirç)e o complexo por hidrólise de ATP permitindo a 
hemifiisão da vesícula. Logo depois, a sinaptotagmina atua como sensor de Ca^  ^
conçletando o processo de fiisão mediante a interação com a sintaxina e outras 
proteínas e fosfolipídeos da membrana plasmática, resultando na liberação do conteúdo 
das vesículas na fenda sináptica (Sudhof^ 1995, Greengard et al., 1993).
O glutamato liberado interage com seus receptores na membrana pós-sináptica, 
produzindo uma resposta celular que depende do tipo de receptor. Os receptores 
glutamatérgicos podem ser divididos em dois grandes grupos: os ionotrópicos - canais 
iônicos cuja ativação é regulada pela ligação do glutamato; e os metabotrópicos - 
acoplados a produção de segundos mensageiros (Schoepp et al., 1990; Monyer et al.,
1992; Nakanishi, 1992). Também são encontrados receptores no terminal pré-sináptico 
do tipo metabotrópico (Herrero et ai., 1992).
A transmissão é finalizada pela recaptação do glutamato por vim transportador 
localizado na membrana plasmática de neurônios e células gliais, sendo a maior parte 
captado por estas últimas, que o convertem a glutamina. No equilíbrio termodinâmico, o 
transportador co-transporta Na"^  e glutamato do meio extracelular para o citoplasma em 
troca de K .^ Desta maneira, a concentração de glutamato extracelular se mantêm na 
ordem de micromolar, mesmo em presença de concentrações milimolares de glutamato 
citoplasmático (Kanner & Schuldiner, 1987; NichoUs & Attwell, 1990).
Vários subtipos de transportadores de glutamato têm sido caracterizados e 
podem ser bloqueados por dihidrokainato (Levi & Raiteri, 1993). O transportador de 
glutamato, em algumas situações em que o gradiente eletroquímico de Na^ é colapsado, 
atuá no sentido contrário, provocando xrai efluxo de glutamato citoplasmático, não 
annazenado em vesículas, independente de (NichoUs et al., 1987; Levi & Raiteri,
1993). Este mecanismo de liberação de glutamato não vesicular é o principal 
responsável do efluxo de glutamato excitotóxico que ocorre em condições de privação 
de energia (NichoUs & Atwell, 1990).
Vários estudos de liberação de glutamato, assim como de outros 
neurotransmissores, tem sido realizados utilizando sinaptossomas como modelo 
experimental (Tumer & Dxmlap, 1995; Brown & Nijar, 1995; Ashton & Doüy, 1997, 
Rodriguez et al., 1997). Os sinaptossomas são preparações subcelulares do tecido 
nervoso, que correspondem ao terminal nervoso sináptico destacado do axônio (De 
Robertis et al., 1962; Gray & Whittaker, 1962). Uma vez preparados, os sinaptossomas 
permanecem viáveis por várias horas, mantendo todas as propriedades do neurônio 
intacto, exceto a reposição de proteínas e componentes da membrana pelo processo de 
transporte axonal lento. A importância destas preparações é que elas representam o 
sistema mais simples que retém todo o sistema de captação, síntese, armazenamento e 
liberação de neurotransmissores (NichoUs, 1989).
1.3. Toxinas envolvidas na liberação de neurotransmissores
Uma grande variedade de toxinas afetam a liberação de neiirotransmissores, 
interagindo diretamente com o sistema de exocitose ou com algxmias das etapas 
anteriores que desencadeiam este evento (Adams & Swanson, 1996). A ação de toxinas 
em correntes iônicas e no processo de exocitose, bem como seus efeitos na liberação de 
neurotransmissores serão discutidas a seguir.
1.3.1. Toxinas que modificam correntes iônicas
Várias toxinas afetam a liberação de neurotransmissores interagindo com canais 
de Na^ dependentes de voltagem, presentes na membratia plasmática do terminal 
nervoso. As toxinas alcalóides veratridina e batrachotoxina, e neurotoxinas de venenos 
de anêmona de mar e de escorpião, inibem a fese de inativação de canais de sódio (Levi 
et al., 1980; Meves et al., 1986; French et al., 1986; Salgado & Kem, 1992). Desta 
forma, a entrada de Na"^  decorrente da abertura persistente destes canais, despolariza a 
membrana do terminal causando liberação de neurotransmissores. De modo contrário, a 
tetrodotoxina e a saxitoxina inibem os canais de Na^ dependentes de voltagem, inibindo a 
liberação de neurotransmissores (Nakamura et al., 1965; Johansen & Kleinhaus, 1987).
Outro grupo de toxinas estimula a liberação de neurotransmissores, bloqueando 
diferentes subtipos de canais de K .^ Por exemplo, a dendrotoxina, isolada do veneno de 
cobra Dendroaspis angusticeps e algumas toxinas do veneno das anêmonas do mar 
Budonosoma granulífera e Stichodactyla helianthus bloqueiam a ativação dos canais de 
dependentes de voltagem tipo A, cujo papel é a terminação dos potenciais de ação 
(Halliwell et al., 1986; Aneiros et al., 1993; Pennington et al., 1996). A inibição desses 
canais prolonga a duração e induz potenciais de ação, devido à abertura espontânea dos 
canais de Na^ dependentes de voltagem. Os canais de dependentes de Csl ,^ outro 
subtipo de canais de K ,^ também são afetados por várias toxinas, como a apamina.
extraída do veneno de abelha Apis mellifera, resultando em bloqueio da 
hiperpolarização, que ocorre após um trem de potenciais de ação (Haberman, 1977).
Os canais de Ca^  ^ dependentes de voltagem, desempenham um papel 
fimdamental na neurotransmissão, já que o influxo de Ca^ "^  através deles desencadeia a 
exocitose das vesículas carregadas com neurotransmissor. Algimias toxinas interagem 
com diferentes subtipos de canais de Ca^ ,^ ocasionando bloqueio ou ativação dos 
mesmos. As (o-conotoxinas isoladas de veneno de caracol do gênero Conus (Gray et al., 
1988), co-agatoxinas extraídas de veneno da aranha Agemlopsis aperta (Pocock & 
NichoUs, 1992) e Tx3-3, obtida do veneno da aranha Phoneutria nigriventer (Prado et 
al., 1996), inibem a liberação de neurotransmissores bloqueando diferentes subtipos 
desses canais. Ao contrário, a maitotoxina isolada do dinofiagelado Gambierdiscus 
toxicus (McClure et al., 1980) e a P-leptinotarsina extraída do besouro Leptinotarsa 
haldemoni (Freedman et al., 1984) estimulam a liberação de neurotransmissores ativando 
estes canais.
Além dessas toxinas que interagem com canais iônicos já existentes na 
membrana plasmática, foram também identificadas outros compostos que forman poros 
de novo na membrana plasmática, seletivamente permeáveis a determinados íons. Por 
permitir a entrada de íons como Ca^ "^  e Na^, estas toxinas podem ser utilizadas como 
ferramentas biológicas para induzir e estudar a liberação de neurotransmissores. Destes 
compostos, também chamadas de ionóforos, as mais utilizadas são a ionomicina que 
forma poros que permitem a entrada de Ca^  ^(Pocock & NichoUs, 1992) e a gramicidina 
formadora de poros permeáveis a Na^ (Romano-Silva et al., 1994a; Basudev et al.,1995).
1.4.2. Toxinas que agem diretamente no mecanismo de exocitose
Várias das proteínas envolvidas no ciclo das vesículas sinápticas que mediam a 
exocitose são alvo da ação de toxinas (Sudhof, 1995). As toxinas botiüínica e tetânica, 
bloqueadoras da liberação de neurotransmissores, inibem a exocitose das vesículas
sinápticas. Isto ocorre através da proteólise de diferentes proteínas que participam da 
formação do complexo sináptico-protéico (sinaptobrevijWVAMPs, sintaxina, SNAP- 
25), essenciais para a exocitose (Schiavo et al., 1994).
A a-latrotoxina obtida do veneno da aranha Latrodectus mactans estimula a 
liberação massiva de neurotransmissores, interagindo com a proteína da vesícvila 
sináptica, sinaptotagmina, que é essencial para a fusão dessa organela com a membrana 
plasmática. Aparentemente, esta toxina se liga a uma proteína aceptora acoplada a 
proteína G na membrana plasmática do terminal, e este complexo toxina-aceptor se 
associa com a sinaptotagmina. Essa interação permitiria a íiisão das vesículas sinápticas 
com a membrana plasmática (Petrenko et al., 1991; Shoji-Kasai et al, 1994; Surkova, 
1994; Krasnoperov et al., 1997).
Alguns aspectos da neurotransmissão podem ser estudados utilizando como 
ferramentas toxinas como as descritas anteriormente. Muitas das etapas da liberação de 
neurotransmissores mencionadas, foram elucidadas graças à utilização dessas toxinas. 
Desta maneira, a procura de novas toxinas com uma possível ação na neurotransmissão, 
constitui um passo necessário para a maior compreensão deste evento. Uma rica fonte de 
substâncias biologicamente ativas com potencial uso como ferramenta no estudo da 
transnaissão sináptica é o veneno das anêmonas do mar (Turk, 1991; Macek, 1992).
1.4. Toxinas de anêmona do mar
O veneno das anêmonas de mar contêm várias toxinas polipeptídicas com 
diferentes atividades biológicas: neurotóxica, cardiotóxica, citolítica-hemoKtica e 
inibidora de proteases (Galletis & Norton, 1990; Turk, 1991; Minagawa et al. 1997; 
Diochot et al., 1998).
De acordo com o tamanho estas toxinas podem ser separadas em dois grupos. 
O primeiro grupo consiste de toxinas de 46 a 49 aminóacidos com peso molecular entre 
3.000 a 5.000 Da (Norton, 1991). Estas toxinas interagem com canais de Na^ ou K ,^
como já mencionado anteriormente e demonstraram ação neurotóxica e cardiotóxica. 
Várias destas toxinas têm sido isoladas e sequenciadas (Salgado & Kem, 1992; Gendeh 
et aL, 1997; Salinas et al., 1997; Benzinger et al., 1998; Tudor et al., 1998).
O outro grupo compreende polipeptídeos de 160 a 230 aminoácidos e peso 
molecular entre 15.000 e 20.000 Da (Macek, 1992; Pungercar et al., 1997). Em 
membranas naturais e artificiais, estas toxinas tem mostrado capacidade de formar poros 
seletivos para cátions (Varanda & Finkelstein, 1980; Chanturya et al., 1990; Zorec et al., 
1990, Belmonte et al., 1993; Tejuca et al., 1996; de los Rios et al., 1998). Uma 
característica comimi destas toxinas, denomioadas de citolisioas ou hemolisinas, devido a 
uma potente atividade lítica sobre eritrócitos, é que elas são inibidas por esfingomielina, 
um fosfolipídio geralmente encontrado na membrana plasmática de várias células 
(Macek, 1992; Suput, 1994). Tem sido proposto que a ação citolítica-hemolítica ocorre 
devido a um choque osmótico, causado pela capacidade das toxinas de formar canais 
iônicos de novo, que permitem o influxo de cátions (Zorec et al., 1990).
Outros efeitos tem sido descritos para estas citolisinas, tais como atividade 
cardiotônica (Galettis & Norton, 1990), histaminolitica (EUiot et al., 1986) e agregação 
plaquetária (Teng et al., 1988).
Malpezzi et al. (1991) demonstrou a presença de atividade hemolítica no veneno 
da anêmona do mar Budonosoma caissamm, vmia espécie encontrada somente no litoral 
brasileiro. A purificação parcial de citolisinas desta anêmona do mar, resultou em três 
fi-ações com atividade citolítica, Bcl, Bc2 e Bc3. As propriedades bioquímicas da 
principal e mais potente firação citoUtica, Bc2, foram caracterizadas (Gabilan, 1992). 
Outro estudo também revelou a presença de neurotoxinas de baixo peso molecular neste 
veneno, que foram caracterizadas e sequenciadas (Malpezzi et al., 1993). Em estudo 
recente, Bc2 também demonstrou atividade de aumento da permeabilidade vascular em 
vários tecidos de ratos. (Muniz, 1998)
Existem poucos trabalhos mostrando a ação de citolisinas de anêmonas do mar 
em neurônios. A equinatoxina, uma citolisina obtida da anêmona do mar Actinia equina 
causa despolarização de fibras nervosas mielinizadas (Suput, 1994). Também foi
demonstrada que as citolisinas Hmg I e Hmg II, isoladas da anêmona do mar Heteractis 
magnífica, inibiram a captação de GABA e colina em sinaptossomas (Khoo et al., 1995).
Embora estes trabalhos tenham resultados envolvendo citolisinas e células 
nervosas, nenhum estudo foi realÍ2ado sobre a ação de citolisinas de anêmonas do mar na 
liberação de neurotransmissores. Várias observações induzem a possibilidade de que as 
citolisinas de anêmonas do mar poderiam agir neste evento:
1. as citolisinas são proteínas formadoras de poros que permitem o influxo de 
Ca^  ^e Na^ (Zorec et al., 1990), dois íons envolvidos na neurotransmissão.
2. várias citolisinas, como a equinatoxina, induzem a exocitose de granulócitos e 
trombócitos (Suput, 1994).
Estas evidências sugerem que as citolisinas de anêmonas do mar poderiam 
interferir também no processo de exocitose em neurônios.
Com base nestas considerações, foi estudado o efeito da fração citolítica Bc2 da 
anêmona do mar Budonosoma caissarum sobre a liberação de glutamato, principal 
neurotrasmissor das sinapses do SNC, em sinaptosomas de córtex de ratos. Também foi 
verificado o efeito de Bc2 sobre a concentração de Ca^  ^e Na^ intrasinaptossomal.
2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. Drogas e Reagentes
Percoll, Sacarose, HEPES, ditiotreitol (DTT), Ácido etilenodiaminotetxacético 
(EDTA), Triton X-100, L-glutamato, Ácido etilenoglicol-bis p-aminoetil-eter tetracético 
(EGTA), Esfingomielina, tetrodotoxina (TTX), Polietilenoglicol 1500 (PEG 1500), 
Fura-2 acetoximetii-éster (Fura-2), Sódio beirzoíurano isoflalato acetoximetil-éster 
(SBFI), Glutamato desidrogenase (EC 1.4.1.3), Nicotinamida adenina dinucleotideo 
fosfato (NADP^, Dihidrokainato (DHK), ionomicina, gramicidina e gadolinio, foram 
obtidos da Sigma Chemical Co., MO, USA.
Outros reagentes de qualidade P.A. foram obtidos da Merck S.A. Indústrias 
Quimicas, Brasil.
“Kit” de Dosagem de lactato desidrogenase (LDH), da Doles Laboratório Ltda,
Brasil
Líquido de cintilação foi adqviirido da SAílDI, SP, Brasil.
[^H]glutamato (atividade específica 53 Ci/mmol) foi obtido da Amersham 
International (UK).
2.2. Equipamentos




Foram usados ratos Wistar adultos, de ambos os sexos, com peso entre 200 e 
250 g, provenientes do Biotério Central da UFSC. Os ratos foram mantidos com água e 
ração ad líbitum com ciclo claro/escuro de 12/12 horas.
2.4. Obtenção da fração Bc2
As anêmonas do mar da espécie Budonosoma caissanim foram coletadas na 
praia da Armação, Florianópolis, SC. A extração do veneno foi realizada pela imersão de
5 a 7 animais em água destilada (500 mL), durante cerca de 2 horas, como descrito por 
Anéiros et al. (1993). Depois de retirados os animais, a solução contendo veneno e muco 
liberado pelas anêmonas do mar foi filtrado através de papel filtro para remover 
partículas do corpo e areia, em temperatura de 10°C. O filtrado foi aliquotado e 
liofilizado. O veneno liofilizado (5 mg de proteína) foi redissolvido em água destilada e 
fi-acionado por cromatografia em coluna (1,5 x 100 cm) de gel Biogel P-2. A coluna foi 
eluída com água destilada, num fluxo de 3 ml/hora. Cada fi^ação foi coletada e a atividade 
hemolítica (citolítica) testada sobre eritrócitos de carneiros a 5% (Gabilan, 1992). A 
fração citolítica correpondente a Bc2 foi reunida e liofilizada.
2.5. Preparação de sínaptossomas
Os sinaptossomas foram obtidos de acordo com o método descrito por Dunkley 
et al. (1988). Ratos foram mortos por decapitação com uma guilhotina e os cérebros 
rapidamente removidos. O córtex cerebral foi dissecado e homogeneizado em 10 
volumes de solução de sacarose (0,32 M) e EDTA (1 mM). O homogenato foi 
centrifugado a 1.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado sobre
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gradientes descontínuos de PercoU (3, 7, 15 e 23 %) e centrifiigado a 40.000 x g por 10 
minutos a 4°C. As frações sinaptossomais obtidas nas interfaces 7%-15% e 15%-23% 
foram lavadas por duas vezes por centrifiigação a 27.000 x g por 10 minutos a 4°C com
4 mL de solução salina tamponada com HEPES (SSTH), mantida sob oxigenação e 
resfriada com gelo. A solução SSTH possuía a seguinte composição, em mM; HEPES 
27; NaCl 133; KCl 2,4; MgSOí 1,2; KH2PO4 1,2; CaCh 1 e gücose 12. O pH da solução 
foi ajustada para 7,4 com NaOH 1 N.
2.6. Ensaio de liberação de [^H]glutamato
O ensaio de liberação de glutamato marcado foi adaptado do método descrito 
por Lynch & Voss (1990). O “pellet” sinaptossomal obtido acima foi ressuspendido em 
900 ijL de SSTH, numa concentração final de 10 mg/mL de proteína. Nesta preparação 
sinaptossomal foram adicionados 100 |iL de solução de [^H]gIutamato, contendo 2 |o.Ci 
de [^HJglutamato (atividade específica 53 Ci/mmol) e glutamato não radioativo 
(concentração final de 5 x 10"’ M). A preparação foi incubada por 15 minutos a 37°C.
Após a incubação, alíquotas de 140 |iL de sinaptossomas (1,4 mg de proteína) 
foram colocados sobre filtros Millipore HV Durapore (0,45 um) e lavados com 10 vezes
1 mL de SSTH sob vácuo, a temperatura ambiente (25°C). Este volume de tampão é 
utilizado para descartar o excesso de glutamato (neurotransmissor não captado) e 
alcançar o nível de liberação basal de glutamato. Os sinaptossomas foram incubados 
durante 30 segundos com 1 mL de Bc2, em diferentes condições experimentais. A 
seguir, os sinaptossomas foram lavados por filtração à vácuo com 3 vezes de 1 mL de 
SSTH oxigenado a temperatura ambiente. Os filtrados foram coletados em frascos de 
cintilação líquida (20 mL) para determinar o [^H]glutamato liberado (extrasinaptossomal) 
no meio de incubação. Os filtros também foram colocados em frascos para medidas no 
cintilador. A cada frasco foi adicionado 8 mL de líquido de cintilação.
A contagem da radioatividade (cpm) contida nos filtros e nos filtrados foi
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realizada num cintilador líquido. A quantidade de [’H]glutamato liberado foi calculada 
como porcentagem do total, da seguinte maneira;
[^BQglutamato liberado (%) = ______cpm no filtrado x 100
cpm no filtrado + cpm no filtro
O efeito da concentração de Bc2 foi estudado, variando de 2 a 20 ixg/mL de 
Bc2. Com o objetivo de estudar o efeito do tempo de incubação, Bc2 foi incubado com a 
preparação sinaptossomal em tempos de 15 a 180 segundos.
Para verificar se a liberação de glutamato é dependente de Ca^ "^ , Bc2 foi 
incubada na presença da solução de SSTH-sem cálcio, contendo 2 mM de EGTA. Com a 
finalidade de caracterizar o efeito de Bc2 na liberação de glutamato, a fi-ação foi 
incubada com: esfingomielina (500 ng/mL), um inibidor da atividade das citolisinas de 
anêmona do mar (Macek, 1992); tetrodotoxina (5 pM), um inibidor dos canais de Na^ 
dependentes de voltagem (Nakamura et al., 1965) e polietilenoglicol PEG 1500 (30 
mM), um protetor osmótico que inibe a atividade hemolítica de várias citolisinas 
(Belmonte et al., 1993; Macek et al., 1994) .
2.7. Dosagem de glutamato por fluorímetría
A cinética de liberação de glutamato foi monitorada de modo contínuo pelo 
aumento da fluorescência, devido à produção de NADPH na presença da enzima 
glutamato desidrogenase (GDH) e NADP^ (Nicholls et al., 1987; Romano-Silva et al., 
1994a). O glutamato liberado pelos sinaptossomas é convertido pela glutamato 
desidrogenase a a-cetoglutarato, com a concomitante redução do NADP^ a NADPH. 
Esta reação produz um aumento da fluorescência que pode ser registrada num 
espectrofluorímetro (Nicholls et al., 1987).
Os sinaptossomas foram ressuspensos em 1200 |jL de solução Krebs-Ringer 
HEPES (KRH) com a seguinte composição, em mM; NaCl 124; KCl 4; MgS0 4  1,2; 
HEPES 25; glicose 10. O pH foi ajustado a 7,4 com NaOH 5 N.
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Duzentos microlitros da suspensão sinaptossomal (concentração de 10 mg/mL 
de proteína) foram incubados durante 30 minutos a 35°C. Em seguida, foram diluídos em 
1200 pJL de KRH e incubados mais 30 minutos. Após a incubação, os sinaptossomas 
foram centrifugados a 1.000 x g por 15 segundos. O precipitado foi dissolvido em 2 niL 
de KRH e transferido para uma cubeta de espectrofluorímetro. A fluorescência foi 
monitorada a 475 nm de emissão e 360 nm de excitação. O ensaio foi realizado com a 
temperatura mantida a 37°C sob agitação. Aos 30 segundos do início do registro da 
fluorescência, 2 (xL de CaCl2 (concentração final de 1 mM) foi adicionado na cubeta. 
Cinco nMcrolitros de NADP^ (1 mM de concentração final) e 24 pL de GDH (50 
unidades) foram adicionados nos tempos de 90 e 120 segundos, respectivamente. No 
tempo de 300 segundos, foram adicionados um dos seguintes compostos; 4 |xL de Bc2 
(10 |j,g/mL de proteína), KCl (33 mM), ionomicina (10 pM) ou gramicidina (2 nM). 
Após 800 segundos de reação foi adicionado um padrão de glutamato de concentração 
conhecida, para calibrar a fluorescência do NADPH. O registro da fluorescência 
continuou até alcançar 900 segundos.
Quando necessário, a quantidade total de glutamato liberado foi calculada como 
a diferença entre a quantidade de glutamato liberado no final do registro e a liberação 
basal (antes da adição do estímulo).
2.8. Determinação da concentração de Na^ intrasinaptossomal
A concentração de Na"^  citosólico foi determinada monitorando a fluorescência 
do marcador SBFI-AM (sodium-binding benzufuran isophthalate acetoxymethyl-ester) 
que se liga ao sódio livre (Kongsamut & Nachshen, 1988), conforme descrito por 
Romano-Silva et al. (1994a).
Os sinaptossomas foram ressuspensos em 1200 pL de solução de KRH-colina, 
onde o cloreto de sódio foi substituído, em quantidade equimolar por cloreto de colina. 
Alíquotas de 200 pL da suspensão sinaptossomal (10 mg/mL de proteína) foram
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incubadas com 4 i^L de SBFI-AM (2 (xM) por 30 minutos a 35°C, para permitir a 
captação do marcador. Em seguida, a preparação sinaptossomal foi diluída em 1200 |oL 
de KRH-colina e incubada por mais 30 minutos a 35°C. Após a incubação, os 
sinaptossomas foram lavados por centrifiigação a 1.000 x g por 15 segundos, para 
eliminar o SBFI não captado. O precipitado foi dissolvido em 2 mL de KRH e 
transferido para uma cubeta no espectroíluorímetro. A emissão fluorimétrica do SBFI foi 
registrada a 500 nm usando uma excitação altemante entre 330 e 370 nm. O registro foi 
realizado durante 630 segundos. Após 30 segundos de iniciado o ensaio, 2 [iL de CaCl2 
(concentração final de 1 mM) foi adicionado na cubeta e em seguida, no tempo de 120 
segundos, 4 pL de Bc2 (10 |ag/iriL de proteína). Para estudar a participação dos canais 
de Na^ dependentes de voltagem, foi adicionado TTX (5 |jM), 60 segundos antes da 
adição de Bc2. No final do registro, foi realizada a calibração da fluorescência do SBFI 
através da adição de 2 de gramicidina (2 jiM). Esta fluorescência foi considerada 
como máxima, já que a gramicidina favorece a entrada massiva de Na^, através da 
formação de poros permeáveis para este íon (Romano-Silva et al., 1994a).
2.9. Determinação da concentração de Ca intrasinaptossomal
A concentração de Ca^  ^ citosólico livre foi determinada monitorando a 
fluorescência do Fura-2 AM (acetoximetil-ester), conforme descrito por Romano-Silva 
et al. (1994b). Este composto é um quelante de cálcio, que emite fluorescência quando 
se liga ao Ca^  ^(Grynkiewicz et al., 1985).
Os sinaptossomas foram resuspensos em 1200 pL de KRH. Alíquotas de 200 
tiL da suspensão sinaptossomal (10 mg/mL de proteína) foram incubadas com 1 nL de 
Fura 2-AM (5 nM) por 30 minutos a 35°C, para permitir a captação do marcador. A 
seguir, os sinaptossomas foram diluídos em 1200 de KRH-colina e incubados por 
mais 30 minutos a 35 °C. Após a incubação, os sinaptossomas foram lavados por 
centriíügação a 1.000 x g, por 15 segundos para eliminar o Fura-2 não captado. O
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precipitado foi dissolvido em 2 mL de KRH e transferido para uma cubeta de 
espectrofluorímetro. A emissão fluorimétrica do Fura-2 foi monitorada durante 630 
segundos, a 500 nm usando uma excitação que alternava entre 330 e 370 nm. Após 30 
segundos do início do registro fluorimétrico, 2 [oL de CaCl2 (1 mM, concentração final) 
foi adicionado na cubeta. No tempo de 120 segundos foi acrescentado 4 jiL de Bc2 (10 
lag/mL de proteína), KCl (33 mM) ou ionomicina (10 i^M). Quando necessário, 
gadolínio (100 |jM), um bloqueador inespecífico de canais de Ca^ "^  dependentes de 
voltagem (Romano-Silva et al., 1994b) foi adicionado 60 segundos antes de Bc2. Para 
calibrar o registro, a máxima fluorescência foi obtida pela adição de 20 (iL de SDS (10 
%), aos 510 segundos. O SDS provoca a lise dos sinaptossomas e permite que todo o 
Ca^  ^do meio se ligue ao Fura-2. O ajuste do valor mínimo foi obtido com a adição de 40 
HL de EGTA (concentração final de 2 mM), um quelante de Ca^ "”, no tempo de 560 
segundos.
2.10. Dosagem de lactato desidrogenasse (LDH)
Este ensaio foi realizado para avaliar a integridade dos sinaptossomas, pois a 
enzima LDH é considerada um marcador citosólico (Lazarovici & Lelkes, 1992).
Os sinaptossomas foram incubados com Bc2 (10 ng/mL de proteína) ou Triton 
(1,5%) durante 15 minutos a 37°C. Após a incubação, os sinaptossomas foram 
centrifugados a 10.000 x g por 15 segundos. A dosagem de LDH liberado foi 
quantificada no sobrenadante (20 pL) utilizando as instruções descritas no “kit” de 
determinação de LDH. O sobrenadante (20 ^L) foi incubado por 5 minutos a 37°C com 
200 jiL de sacarose 1,18 M, 500 x^L da solução de substrato (lactato 0,1 M, o- 
fenantrolina 5 mM em Tris-Cl 0,2 M) e 20 nL de sulfato de ferro amoniacal 12 mM. A 
seguir, foi adicionado 20 nL de NAD-FMS e a amostra incubada por 5 minutos a 
temperatura de 37°C. A reação foi interrompida pela adição de HCl 0,1 M e a
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absorbância das amostras determinada nvrai espectrofotômetro a 510 nm A quantidade 
de LDH liberado pela incubação dos sinaptossomas com Triton foi considerado como 
100%.
2.11. Dosagem de proteína
A concentração de proteína foi determinada pelo método de Lowry (1951) ou 
Peterson (1977).
2.12. Análise estatística dos resultados
A análise estatística dos resvdtados foi realizada através de ANOVA de vima ou 
duas vias, seguido pelo teste do raio múltiplo de Duncan, quando apropriado.
As diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. Liberação de [^H]glutamato por Bc2: dependencia da concentração e do tempo 
de incubação
Bc2 estimulou a liberação de [^H]glutamato de modo dependente da dose (Figura 
1). A máxima liberação de glutamato foi obtida na concentração de 10 |ag/mL de Bc2, 
não sendo observado um aumento significativo em concentrações mais altas.
A dependência do tempo na liberação de glutamato induzida por Bc2 (10 fxg/mL) 
foi testada variando os períodos de incubação. A Figura 2 mostra que após uma 
incubação de apenas 15 segimdos, Bc2 já aumentou a liberação de glutamato em relação 
ao respectivo controle. A naáxima liberação do neurotransmissor ocorreu a partir de 30 
segundos. Pode ser observada, que a liberação espontânea teve um grande aumento após 
60 e 180 segundos, quando comparado com o tempo de incubação de 15 e 30 segundos 
(Figura 2). Desta maneira, o tempo de 30 segundos de incubação foi escolhido para 
realizar os ensaios, uma vez que foi suficiente para produzir o efeito máximo de Bc2, 
com o mínimo de liberação espontânea.
3.2. Efeito de Bc2 na liberação de LDH
A ruptura da preparação sinaptossomal foi analisada, através da dosagem da 
liberação extracelular da enzima lactato desidrogenase (LDH), um marcador citosólico.
A Figura 3 mostra que os sinaptossomas incubados por 15 minutos com Bc2 (10 
|ag/mL de proteína), não mostraram um aumento significativo da liberação de LDH, em 
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Figura 1. Curva dose-resposta da liberação de glutamato induzida por Bc2 em sinaptossomas de 
córtex cerebral de ratos. Sinaptossomas (14 mg de proteína) obtidos como descrito em Material e 
Métodos, foram incubados por 15 minutos a 37°C com [^Hjglutamato. Sinaptossomas 
radiomarcados (1,4 mg de proteína) foram colocados sobre filtros Millipore (0,45 pm) e lavados 
10 vezes 1 mL com solução salina tançonada com Hepes (SSTH), sob vácuo a tençeratura 
ambiente. Os sinaptossomas foram incubadas durante 30 segundos em ausência (o) ou presença 
(•) de Bc2 nas concentrações de 2, 5, 10, 15 e 20 ng/mL. O glutamato liberado no meio de 
incubação foi separado dos sinaptossomas por filtração à vácuo. Os sinaptossomas foram 
lavados 3 vezes 1 mL de SSTH e o filtrado coletado junto com o meio de incubação. A contagem 
da radioatividade nos filtros e nos filtrados foi realizada por cintilação líquida. Os resultados 
rqpresentam a média de três e:q)erimentos ± E.P.M. Valores marcados com diferentes letras são 
significativamente diferaites entre si, e os marcados com a mesma letra não são diferentes. 
*Resultados estatisticamonte diferentes do controle (o) (p<0,05) por ANOVA de uma via seguida 




























15 30 60 180
Tempo de incubação (segundos)
Figura 2. Influência do tempo de incubação na liberação de [^H]glutamato induzida por Bc2 em 
sinaptossomas de córtex cerebral de ratos. Sinaptossomas foram tratados como descrito na 
Figura 1 e incubados na ausência (controle) e na presença de Bc2 (10 |ug/mL) nos tenços 
indicados. Os resultados representam a média de três ejqjerimoitos ± E.P.M. Valores marcados 
com diferentes letras são significativamente diferentes entre si e os marcados com a mesma letra 
não são diferentes. *Resuhados estatisticamente diferentes do respectivo controle (p<0,05) por 
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Figura 3. Liberação de LDH em sinaptossomas de córtex cerebral de ratos incubados com Bc2. 
Sinaptx>ssomas foram incubados na ausãicia (controle) ou na presença de Bc2 nas concentrações 
indicadas durante 15 minutos a 37°C. Os sinaptossomas foram caitrifugados a 10.000 x g por 15 
segundos. A dosagem de LDH liberado foi quantificada no sobrenadante (20 ^L) utilizando um 
“Idt” de determinação de LDH. A porcentagem de LDH liberado foi expressa em relação ao 
conteúdo total, calculado pela lise dos sinaptossomas com Triton (1,5 %). Os resultados 
representam a média ± EPM de 3 e3q)erimentos
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membrana sinaptossomal.
3.3. Liberação de glutamato por KCI em sínaptossomas pré-incubados com Bc2
Este experimento foi realizado para verificar a integridade fiincional dos 
sinaptossomas tratados com Bc2. A liberação de [^H]glutamato induzida por KCl (33 
mM) foi testada em sinaptossomas pré-incubados por 30 segundos com Bc2.
KCl ainda foi capaz de induzir a liberação de [^HJglutamato em sinaptossomas 
previamente incubados com Bc2 (Figura 4). O efeito foi da mesma magnitude do que o 
observado em sinaptossomas não incubados com a fi a^ção citolítica Bc2, sugerindo que 
os sinaptossomas ainda permaneciam funcionais.
3.4. Efeito da esfíngomielina na liberação de [^H] glutamato induzida por Bc2
Para estudar se a liberação de glutamato provocada por Bc2 é mediada por uma 
citolisina, foi testado o efeito da esfíngomielina na liberação de [^HJglutamato estimulada 
por Bc2. A Figura 5 mostra que na presença de esfíngomielina, Bc2 não provocou 
qualquer aumento na liberação de [^H]glutamato. A esfíngomielina incubada com os 
sinaptossomas não afetou a liberação basal de glutamato. Este resultado sugere que a 
liberação de glutamato seria mediada por uma citolisina e não por algum outro 
componente presente em Bc2.
3.5. Efeito de TTX na liberação ée pHJglutamato induzida por Bc2
O envolvimento de canais de Na^ dependentes de voltagem na liberação de 
[^H]glutamato, foi testada verificando o efeito da fração Bc2 na presença de TTX.
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A adição de TTX não modificou a liberação de glutamato induzida por Bc2, 
(Figura 5), sugerindo que os canais de Na"^  dependentes de voltagem não participam 
neste efeito. TTX não alterou a liberação basal de [^H]glutamato.
3.6. Liberação de [^H]glutamato evocada por Bc2 na presença de PEG 1500
Para investigar se o glutamato estaria sendo liberado através de poros formados 
pela fi a^ção citolítica na membrana sinaptossomal, polietilenoglicol (PEG) 1500 foi 
incubado junto com Bc2. A adição de PEG 1500 não modificou a liberação de glutamato 
induzida por Bc2 (Figura 5). Comparado ao controle, PEG 1500 não provocou efeito na 
liberação de [^H]glutamato. Estes dados sugerem que não houve saída inespecífica de 
[^Hjglutamato através de poros na membrana dos sinaptossomas.
3.7. Efeito de EGTA na liberação de [^ H] glutamato induzida por Bc2
A dependência de Ca^  ^ na liberação de fH] glutamato induzida por Bc2 foi 
estudada, incubando os sinaptossomas na presença ou na ausência de (meio 
contendo EGTA 2 mM). Na ausência de Ca^  ^ (presença de EGTA), a liberação de 
[^HJglutamato induzida por Bc2 foi significativamente maior (Figura 6). Portanto, a ação 
de Bc2 parece ser independente de Ca^  ^ extracelular. Ao mesmo tempo, a liberação de 
glutamato evocada por KCl foi totalmente inibida na presença de EGTA.
3.8. Liberação de glutamato induzida por Bc2: comparação com ionóforos e KCl
A cinética da liberação de glutamato induzida por Bc2 foi realizada através de um 
contínuo monitoramento fluorimétrico da liberação do neurotransnússor. A Figura 7 















Figura 4. Liberação de [3H]glutamato induzida por KCl em sinaptossomas de córtex cerebral de 
ratos previamente incubados com 6c2. Sinaptossomas marcados com [^glutamato e tratados 
como indicado na Figura 1 foram incubados por 30 segundos na ausência ou na presença de Bc2 
(10 ng/mL). Posteriormente foram lavados sob fíhxação à vácuo e incubados com KCl (40 mM) 
por 30 segundos Os fihrados ccaitendo o glutamato liberado a cada lavagem, foram coletados 





















Figura 5. Efeito de TTX, esfíngomielina ou PEG 1500 na liberação de [^H]glutamato indmida 
por Bc2 em sinaptossomas de córtex cerebral de ratos. Siuaptossomas marcados com 
[^H]glutamato e tratados como indicado na Figura 1, foram incubados por 30 segundos em 
ausência (controle) ou presença de Bc2 (10 ^g/mL) em meio com ou sem TTX (5 |4,M), 
esfíngomielina (500 pg/mL) ou polietilenoglicol, PEG 1500 (30 mM). Os resultados representam 
a média de três e?q)erimentos ± E.P.M. *Resuhados estatisticamente diferentes do controle 
(p<0,01). # Resultados estatisticamaite diferente de Bc2 (jp<0,01) por ANOVA de uma via 
seguida do test de Duncan.
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C a 2+ EGTA
Figura 6. Efeito de EGTA na liberação de [^H]glutamato induzida por Bc2 em sinaptossomas de 
córtex cerebral de ratos. Sinaptossomas marcados com pHJglutamato e tratados como indicado 
na Figura 1 foram incubados por 30 segundos na ausência (controle) ou na presença de Bc2 (10 
(xg/mL) ou KCl (40 mM), em meio com Ca2+ ou em meio sem Ca2+ e presença de EGTA. Os 
resultados representam a média de três experimentos ± E.P.M. *Resuhados estatisticamente 
diferentes do respectivo controle (p<0,01). # Resultados estatisticamente diferentes da respectiva 
condição na presença de Ca2+ ^<0.05) por ANOVA de duas vias seguida do test de Duncan.
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segundos, seguida de uma fase estacionária. O perfil de liberação de glutamato foi similar 
ao provocado pela despolarização com KCl, que também mostrou um padrão bifásico. 
No entanto, a primeira fase da resposta ao KCl foi bastante mais lenta do que a induzida 
por Bc2.
A liberação de glutamato provocada por Bc2 foi também comparada com a 
liberação evocada pelo ionóforos, como a ionomicina (10 |jM) e a gramicidina (2 |aM), 
ambas em concentrações saturantes. Pode ser observado na Figura 7 que a cvirva de 
liberação de glutamato pela gramicidina é diferente da causada por Bc2, ocorrendo esta 
nvrnia taxa mais baixa e constante. Entretanto, a ionomicina mostrou um padrão similar, 
na liberação de glutamato mas foi menos potente do que Bc2.
3.9. Efeito do dihidrokaínato na liberação de glutamato evocada por Bc2
Para testar o possível envolvimento do transportador de glutamato na liberação 
evocada por Bc2, a liberação deste neurotransntíssor foi monitorada na presença de 
dihidrokainato (DHK).
Como está mostrado na Figura 8, dihidrokainato não modificou a liberação do 
nevirotransmissor indiizida por Bc2, sugerindo que este efeito não é mediado pelo 
transportador de glutamato.
3.10. Efeito de Bc2 na concentração de Ca^^intrasinaptossomal
Bc2 provocou um rápido aumento na concentração intrasinaptossomal de Ca^  ^
([Ca^ ^ l^i), seguido de uma fase estacionária, como está mostrado na Figura 9. A 
magnitude da resposta de Bc2 foi similar à produzida por KCl, entretanto esta provocou 
um aumento mais rápido do [Ca^^Ji. A ionomicina, um ionóforo para Ca^ ,^ mostrou um 

















Tempo (100 segundos / divisão)
Figura 7. Cinética da liberação de glutamato endógeno induzida por Bc2, comparação com KCl 
e ionóforos. Sinaptossomas obtidos como descrito em Material e Métodos foram colocados numa 
cubeta de espectrofluorímetro e a liberação de glutamato sinaptossomal foi monitorada pelo 
aumento da fluorescência do NADPH (exitação 360 nm e emissão a 475 nm). CaCl2 (1 mM), 
NADP+ (ImM) e glutamato desidrogenase (50 unidades) foram adicionados na cubeta nos 
tempos de 30, 90 e 120 segundos respectivamente, Aos 300 segundos de iniciado o registro ('l) 
foi adicionado Bc2 (10 |Jg/mL) ou KCl (33 mM) ou gramicidina (2 |xM) ou ionomicina (10 pM) 
ou meio controle. Cada resultados representa a média de três experimentos. O aumento total de 
glutamato liberado induzido por Bc2 foi estatisticamente diferente ao aumento induzido por KCl 























Figura 8. Efeito do dihidrokainato na liberação de glutamato induzida por Bc2 em sinaptossomas 
de córtex cerebral de ratos. A liberação de glutamato sinaptossomal foi monitorada como 
indicado na Figura 6. Dihidrokainato (1 mM) ou meio controle foi adicionado aos 240 segundos 
do inicio do registro e 60 segundos após foram adicionados Bc2 (10 jJg/mL) ou meio controle. Os 
resultados representam a média ± EPM do glutamato total liberado, de três experimentos. 










l*1gura 9. Efeito de Bc2 na concentração de Ca^ "^  intrasinaptosomal em córtex cerebral de ratos. 
Sinaptossomas obtidos como descrito em Material e Métodos foram incubados por 1 hora a 35°C 
com Fura-2 AM (5 ^M). Sinaptossomas marcados com Fura-2 foram colocados numa cubeta de 
espectrofluorímetro e a emissão fluorimétrica foi registrada durante 630 segundos a 500 nm 
usando uma excitação de 330/370 nm. CaC12 (ImM) foi adicionado à preparação sinaptossomal 
aos 30 segundos do inicio do registro. No tempo de 120 segundos foram adicionados: Bc2 (10 
(xg/mL) ou KCI (33 mM) ou ionomicina (10 fxM) ou meio controle. Os resultados representam a 
média de três experimentos. 0  aumento total da [Ca '^  ^ induzido por Bc2 foi estatisticamente 
diferente do controle (p< 0.01) por ANOVA de uma via seguido do test de Duncan.
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A Figura 10 mostra que o aumento do [Ca^^Ji evocada por Bc2 não foi inibida 
pela adição de gadolínio, um bloqueador inespecífico de canais de Ca^ "^  dependentes de 
voltagem, indicando que esses canais não estão envolvidos no efeito de Bc2.
3.11. Efeito de Bc2 na concentração de Na  ^intrasínaptossomal
Um rápido incremento na [Na^]i foi induzido por Bc2 (10 ng/mL), alcançando 
imia concentração máxima logo nos primeiros 100 segundos, sem posterior aumento 
significativo (Figura 11). Esta resposta não foi alterada pela adição de TTX. Assim, o 
resultado sugere a não participação dos canais de Na^ dependentes de voltagem no 













Figura 10. Efeito do gadolinio no aumento da [Ca^ "^  induzido por Bc2 em sinaptossomas de 
córtex cerebral de ratos. O registro da concentração de [Ca^ "^ ]! foi realizado como descrito na 
Figura 8. Gadolinio (100 jjM) foi adicionado no tempo de 60 segundos e Bc2 (10 Mg/mL) ou 
meio controle foi adicionado 60 segundos após o gadolinio. Os resultados representam a média ± 
EPM da quantidade total de [Ca^ "^ ! de três experimentos. *Resultados estatisticamente diferentes 















Tempo (100 segundos / divisão)
Figura 11. Aumento da concentração citosólica de Na'  ^induzida por Bc2 em sinaptossomas de 
córtex cerebral de ratos. Sinaptosomas obtidos como descrito em Material e Métodos foram 
resuspendidas em solução de KRH-colina e incubados por 1 hora a 35°C com SBFI-AM (2 jiM). 
Sinaptossomas marcados com SBFI-AM foram transferidos para uma cubeta num 
espectrofiuorímetro e a emissão fluorimétrica foi registrada durante 630 segundos a 500 nm 
usando uma excitação de 330/370 nm (emissão a 500 nm e excitação a 330/370 nm). CaCb 
(ImM) foi adicionado à preparação sinaptossomal aos 30 segundos do início do registro No 
tempo de 60 segundos foi adicionado TTX (5 |jM) o u  meio controle e aos 120 segundos foi 
adicionado Bc2 (10 fig/mL) ou meio controle. Os resultados representam a média de três 
experimentos. O aumento total de [Na"  ^ induzido por Bc2 foi estatisticamente diferente do 
controle (p< 0,01) por ANOVA de uma via seguida do test de Duncan.
33
4. DISCUSSÃO
Os resultados mostraram que Bc2, uma fração citolítica isolada da anêmona do 
mar Btmodosoma caissarum provoca a liberação de glutamato em sinaptossomas de 
córtex cerebral de ratos. A atividade citolítica de anêmonas do mar em vários tipos 
celulares, é bloqueada pela esfingomielina e tem sido proposto que este fosfolipidio seria 
o aceptor para a ligação das citolisinas na membrana plasmática (Macek, 1992; Varanda
& Finkelstein, 1980; Belmonte et al., 1993). Os resultados mostraram que a pré- 
incubação de Bc2 com esfingomielina bloqueia totalmente o efeito sobre a liberação de 
glutamato. Este dado sugere que a atividade presente em Bc2 que provoca a liberação de 
glutamato é uma citolisina e tem afinidade pela esfingomielina. Deste modo, a liberação 
de glutamato parece ser mediada por uma citolisina e não por outro componente de Bc2.
A atividade citolítica presente em anêmonas do mar tem sido atribuída a um 
choque osmótico causado pela formação de poros de aproximadamente 1 nm, formados 
pela inserção e agregação oligomérica das toxinas em membranas naturais e artificiais 
(Macek et al., 1994; Tejuca et al., 1996; De los Rios et al., 1998). A liberação de 
glutamato poderia ser explicada como uma simples conseqüência da lise sinaptossomal, 
pois este efeito pode ser observado em eritrócitos, fibroblastos e outras células (Macek, 
1992). No entanto, as concentrações utilizadas de Bc2 não provocaram a liberação de 
LDH, sugerindo que não houve vraia ruptura da membrana sinaptossomal. Esta dado é 
reforçado pelo feto de que KCI foi ainda capaz de induzir liberação de glutamato em 
sinaptossomas previamente incubados com Bc2. Deste modo, podemos afirmar que Bc2 
não provoca lise sinaptossomal e nenhum dano irreversível no sistema de liberação de 
neurotransmissores. Mesmo sem provocar a lise da membrana, a citolisina poderia estar 
causando a formação de poros, que permitiriam a saída de glutamato. PEG 1500, é um 
composto que bloqueia os poros formados pelas citolisinas de anêmonas do mar e inibe a 
hemólise (Belmonte et al., 1993; Macek et al., 1994; Khoo et al., 1995). Entretanto, Bc2
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continou estimulando a liberação de glutamato, mesmo na presença de PEG 1500. Estes 
dados estão consistentes com os obtidos por Khoo et al. (1995). Estes autores 
mostraram que dtolisinas de anêmonas do mar, ao mesmo tempo que provocaram 
hemólise, inibiram a captação de GABA e de colina em sinaptossomas. Este efeito nos 
sinaptossomas não foi foi acompanhado de liberação de LDH e nem foi inibido por PEG.
A ausência de efeito litico nos sinaptossomas detectada em nosso trabalho e no 
de Khoo et al (1995) poderia ser devido à composição da membrana sinaptossomal. A 
composição das membranas de eritrócitos de diferentes animais resulta em diferentes 
sensibilidades das dtolisinas de anêmonas do mar (Gabilan, 1992). A composição e o 
tamanho das vesículas lipídicas artificiais afeta a susceptibilidade à lise por citolisinas de 
anêmonas do mar (Macek et al., 1994). Behnonte et al. (1993) demostraram que 
concentrações de equinatoxina que lisavam eritródtos, não afetaram vesículas lipídicas 
contendo esfingomielina. Os autores sugeriram que poderiam existir diferentes aceptores 
com diferentes afinidades para as citolisinas em distintos tipos celulares. Essa hipótese 
poderia explicar a ausênda de efeito litico em sinaptossomas expostos a concentrações 
que provocaram a lise de eritródtos.
Os canais de Na^ e K* dependentes de voltagem regulam a liberação de 
neurotransmissores (Janiszewski, 1990; Aldrich, 1993; Harvey et al., 1994). Estes 
poderiam ser um possível alvo da ação de Bc2, já que é comum a presença de toxinas 
que interagem nesse tipo de canais nos venenos de anêmonas do mar (Pennington et al., 
1996; Castillo et al., 1996; Gendeh et al., 1997; Diochot et al., 1998; Tudor et al., 1998). 
A toxina ATX-Ü da anêmona do mar Anemonia sulcata provoca a liberação de 
glutamato através de sua interação com canais de Na^ dependentes de voltagem, sendo 
este efeito bloqueado pela TTX (Abita et al., 1977). Porém, a liberação de glutamato 
induzida por Bc2 não foi bloqueada por TTX. Assim, os canais de Na"^  dependentes de 
voltagem, parecem não contribuir na liberação de glutamato evocada por Bc2. A 4- 
aminopiridina (4-AP) e a dendrotoxina induzem a liberação de neurotransmissores pelo 
bloqueio dos canais de tipo A (K \), sendo este efeito também inibido por TTX 
(Harvey et al.,1994; NichoUs, 1994; Morales-\^agrán & Tapia, 1996). Isto ocorre
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porque 4-AP e dendrotojdna despolarízam a membrana, pois a entrada espontânea de 
Na^ através dos canais dependentes de voltagem não é compensada pela saída de 
pelos canais K \ .  A TTX bloqueia a entrada espontânea de Na^, inibindo o efeito 
despolarizante de AP-4 ou dendrotoxina. Deste modo, a liberação de glutamato induzida 
por Bc2 não sendo bloqueada por TTX, descarta também o posivel envolvimento dos 
canais de na ação de Bc2.
Os resultados também mostraram que Bc2 incrementa a concentração de Ca^  ^e 
Na^ intrasinaptossomal. O gadolínio, um bloqueador inespecífico de canais de Ca  ^
sensíveis a voltagem (Romano-Silva et al., 1994b) não afetou o aumento de [Ca^^i 
induzido por Bc2, sugerindo que este efeito não é devido à entrada de Ca^  ^ por esses 
canais. O aumento de Na^ evocado por Bc2 também não foi inibido pelo bloqueador de 
canais Na^ dependentes de voltagem, TTX, o que descarta a possibilidade de entrada de 
Na^ por esses canais. O aumento de [Ca^^i e de [Na^i poderia ser atribuído à formação 
de poros permeáveis a íons na membrana. Vários trabalhos descreveram que as 
citolisinas de anêmonas do mar formam canais seletivos a cátions na membrana 
plasmática (Zorec et al., 1990; Belmonte et al., 1993; Macek et al., 1994; Tejuca et al., 
1996). Portanto, é bastante provável que o aumento no [Ca^^i e no [Na^i provocado 
por Bc2, seja devido a um influxo desses íons através de canais iônicos formados de 
novo na membrana plasmática pela citolisina. Michaels (1979) e Zorec et al. (1990) 
demonstraram que os canais formados pelas citolisinas de anêmona de mar possuem imi 
tempo de vida de poucos segundos, indicando um processo rapidamente reversível. De 
modo contrário. Varanda & Finkelstein (1980) obtiveram canais que permaneciam 
abertos, sugerindo um efeito irreversível das citolisinas. Os resultados do nosso trabalho 
estão de acordo os obtidos por Michaels (1979) e Zorec et al. (1990). A dnética da 
elevação de [Ca^^i e [Na^i, mostrou um rápido aumento, seguido de uma fase 
estacionária e parece indicar a formação de canais que se fecham rapidamente.
A exocitose vesicular, evento chave na liberação de neurotransmissores pode 
ser desencadeada pelo influxo de Ca^  ^ na zona de ancoragem das vesículas sinápticas 
(Nicholls & Atwell, 1990; Sudho^ 1995). A evidência de que Bc2 induz aumento no
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[Ca^^]i, permite supor que Bc2 induz Kberação de glutamato como conseqüência deste 
influxo de íons. No entanto, em meio de incubação contendo EGTA e sem cálcio, a 
liberação de glutamato evocada por Bc2 não foi inibida, ao contrário, foi ainda maior. 
Assim, o aumento de [Ca^^i causado por Bc2 não pode explicar seu efeito sobre a 
liberação de glutamato, indicando que esses dois eventos não estariam acoplados. Além 
disso, o efeito de Bc2 pode ser comparado com a resposta obtida pela ionomicina, que 
forma poros seletivos para Ca^  ^na membrana plasmática e desse modo induz a liberação 
de glutamato (Pocock & Nicholls, 1992). O aumento de [Ca^^i induzido pela ionomicina 
foi bem maior do que o aumento induzido por Bc2, mas esta provocou maior liberação 
de glutamato do que a ionomicina. É importante salientar que, se Bc2 estivesse ativando 
algum mecanismo independente de Ca^  ^ extracelular, seria iguaJmente esperado que 
houvesse um componente dependente de Ca^ ,^ já que Bc2 aumenta [Ca^^i na mesma 
magnitude que KCl, e este aumento é suficiente para produzir liberação de glutamato. 
Esta aparente contradição, poderia ser explicada pelo fato de que a despolarização 
causada por KCl determina um influxo de Ca^  ^ através dos canais de Ca^ "^  sensíveis a 
voltagem concentrados na zona ativa onde as vesículas sinápticas estão prontas para a 
exocitose (Nicholls, 1994). No entanto, a entrada de Ca^  ^provocado por Bc2 parece 
ocorrer através de canais formados de novo em toda a membrana do terminal. Assim, 
mesmo que o aumento de [Ca^tii provocado por KCl e Bc2 dentro do terminal seja 
similar, é provável que a concentração do Ca^  ^na zona ativa provocada por Bc2 seja 
bastante menor quando comparada com a estimulada por KCl, não sendo suficiente para 
induzir a exocitose. Esta explicação está de acordo com vários autores, que mostraram a 
associação entre o sitio do influxo de Ca^  ^e a liberação de neurotransmissores (Borst & 
Sakmamm, 1996; Prado et al., 1996; Stanley, 1997),
Quanto à potenciação da liberação de glutamato detectada em ausência de Ca^ ,^ 
parece sugerir que o Ca^  ^ atuaria antagonizando parcialmente o mecanismo pelo qual 
Bc2 libera glutamato. Estudos anteriores com citolisinas mostraram que o efeito lítico 
destas é parcialmente inibido na presença de altas concentrações de Ca^  ^(Bashford et al., 
1984; Pastemak et al., 1985; Bashford et al., 1988; IVfecek et al., 1994). Nfecek et al.
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(1994) sugeriram, sem apresentar evidências diretas do mecanismo, uma possível ligação 
do Ca^  ^a um sítio específico da toxina, que inibiria a inserção desta na membrana.
A liberação de glutamato induzido por Bc2 de modo independente de Ca^  ^ e o 
fato de Bc2 aumentar o [Na^i, poderiam sugerir que este neurotransmissor não seria 
liberado do “pool” vesicular e sim a partir do “pool” dtoplasmático. É conheddo que o 
incremento na concentração de Na^ intracelular pode ocasionar a liberação do glutamato 
dtoplasmático por reversão da ação do transportador de glutamato de maneira 
independente de Ca^  ^ (Nicholls et al., 1987; Levi & Raiteri, 1993). Isto parece não ter 
ocorrido, devido às seguintes considerações: (1) a liberação de glutamato não foi inibida 
pelo bloqueador do transportador dihidrokainato. (2) a cinética de liberação de 
glutamato provocada por Bc2 foi diferente da descrita na literatura por agentes capazes 
de reverter a ação do transportador de glutamato, como a veratridina e KCl (Nicholls & 
Sihra, 1986; Sanchez-Prieto et al., 1987; Prado et al., 1996). Enquanto a liberação de 
glutamato evocada por Bc2 foi rápida, atingindo um “plateau” no primeiro minuto, a 
liberação independente de Ca^  ^ através do transportador causada por veratridina e por 
KCl é um processo lento e contínuo (Nicholls & Sihra, 1986; Sanchez-Prieto et al., 
1987; Prado et al., 1996).
A liberação de glutamato independente de Ca^  ^ extracelular induzida por Bc2 
poderia ser atribuída a um aumento do Ca^  ^proveniente dos depósitos intracelulares. No 
entanto, trabalhos anteriores mostraram que o Ca^  ^ proveniente dos reservatórios 
internos imo é efidente para liberar neurotransmissores, devido ao fato de que este não é 
liberado na zona ativa (McMahon & Nicholls, 1991). Os resultados mostram que Bc2 
aumentou o [Ca^t|i e ®as estes eventos imo podem explicar o seu efeito na
liberação de glutamato.
Portanto, todas as argumentações parecem ser contrárias à simples explicação 
de que o mecanismo de ação de Bc2 na liberação de glutamato ocorre via formação de 
poros na membrana plasmática. Trabalhos mais recentes com a equinatoxina EL, indicam 
que algumas atividades farmacológicas não dependem da formação de poros (Suput,
1994) e que provavelmente envolva mecanismos mais complexos dependendo da
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membrana alvo. Sem apresentar evidências diretas, este autor sugeriu um mecanismo via 
proteína G, para explicar a indução de exocitose em granulócitos e trombócitos pela 
equinatoxina E. Também Khoo et al. (1995) demonstraram que outro mecanismo 
diferente da fonnaçào de poros está envolvido no efeito da equinatoxina e das 
magnificalisina I e II na ação inibitória sobre a captação de GABA e colina.
Considerando estas afirmações, uma hipótese a ser levantada é que o 
mecanismo de ação de Bc2 poderia envolver uma ação direta no mecanismo de 
exocitose. A exocitose das vesículas sinápticas é regulada por interações entre proteínas 
da membrana plasmática com proteínas das vesículas sinápticas (Sudho^ 1995). 
Trabalhos anteriores tem mostrado que a-latrotoxina (LTX) imia potente neurotoxina 
que causa liberação massiva de neurotransmissores se liga a um receptor pré-sináptico 
acoplado a uma proteína G. Esta interage com a sinaptotagmina e provoca a exocitose 
das vesículas sinápticas, mesmo em ausência de Ca^  ^ (Rosenthal & Meldolesi, 1989; 
Petrenko et al., 1991; Surkova, 1994; Capogna et al., 1996; Krasnoperov et al., 1997). 
Existem semelhanças entre a liberação de liberação de glutamato induzida por Bc2 e a 
evocada por LTX; 1) LTX tem atividade formadora de poros na membrana plasmática, 
mas esta não está acoplada á liberação de neurotransmissores (Surkova, 1994); 2) a 
estimulação da liberação de neurotransmissores é rápida, sendo que a maior parte ocorre 
durante os primeiros 30 segundos (Rosenthal & Meldolesi, 1989), 3) a resposta induzida 
por LTX é bastante maior do que a induzida por KCl (Rosenthal & Meldolesi, 1989); 4) 
a liberação de neurotransmissores é independente de Ca^  ^extracelular (Capogna et al. 
1996; Petrenko et al., 1991). Considerando estas características comuns, pode ser 
sugerida uma interação de Bc2 diretamente com o mecanismo de exocitose. Outra toxina 
que também tem atividade formadora de poros, a pardaxina, estimula a liberação de 
neurotransmissores por imia ação direta sobre a exocitose e não como conseqüência da 
entrada de íons (Lazarovici & Lelkes, 1992).
Este é o primeiro trabalho mostrando o efeito de uma citolisina de anêmona do 
mar sobre a liberação de neurotransmissores. Outros estudos posteriores, incluindo 
purificação e sequenciamento da toxina, estudos de "binding" e a possível ação direta na
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exocitose serão necessários para a elucidação do mecanismo de liberação de glutamato 
induzida por Bc2. A compreensão deste mecanismo poderia permitir a utilização desta 
toxina como ferramenta farmacológica nos estudos de transmissão sináptica.
CONCLUSÕES
A fração citolítica Bc2 provoca a liberação sinaptossomal de glutamato de 
maneira independente de Ca^  ^ extracelular e sem causar lise dos sinaptossomas. A 
liberação de glutamato parece não pela saída inespecifica de glutamato através de poros 
na membrana.
Bc2 aumenta a [Na^i e [Ca^^i, sem a participação de canais de Ca^  ^ou de Na^ 
dependentes de voltagem, provavelmente através da formação de poros na membrana. A 
liberação de glutamato induzida por Bc2 não pode ser atribuída ao aumento de [Na^i e 
[Ca^^i, indicando que o mecanismo envolvido nesta ação é independente da atividade 
formadora de poros. O efeito de Bc2 na liberação de glutamato também parece não 
envolver canais de Na^, nem K^a dependentes de voltagem.
Este trabalho não fornece evidências definitivas sobre o mecanismo responsável 
pelo efeito estimulatório de Bc2 na liberação de glutamato. No entanto, uma possível 
ação direta na exocitose não pode ser descartada.
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